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MOT SO GIAI PHAP BE TOI UV
VA TANG TOC PHAN UNG PCR

K{ thuat PCR dudc tién hanh hang ngay trong hau hét cac phong thi nghiém trén
toan thé gidi. PCR hién la phudng phap nhanh nhat va an toan nhat dé khuéch
dai ADN, tuy nhién phudng phap nay chiu anh hudng ctia mét sé yéu té nhu ADN
mau lam khudn, chat lugng clia enzyme ADN polymerase, chat Iigng cla mdi, va
déc biét Ia thiét bi va dung cu. Do do, nhu cau tang toc va toi uu hoa cac phan (ing
PCR Ia rat I6n va n6 c6 thé dudc tiép can theo nhiéu cach khac nhau. Bai viét nay
gi6i thiéu mét sé giai phap gidp t6i uu va tang téc phan ting PCR.

Mot vai nét ve ky thuat PCR

Phan Ung chubi polymerase
(Polymerase Chain Reaction -
PCR) la ky thuat cho phép khuéch
dai mo6t doan gen trong 6ng
nghiém dya vao cac chu ky nhiét.
Dua vao cac thanh phan phan ting
can thiét, doan gen muc tiéu sé
dugc nhan ban ra hang triéu ban
sao giéng nhau, ti do6 phuc vu
nhiing muc dich nghién cuu tiép
theo. Pay dugc xem la mét qua
trinh co ban cho viéc phat trién
cla hang loat cong nghé phéan
tich gen va hé gen sau nay.

Ky thuat PCR dugc nha hoéa
sinh hoc ngudi Hoa Ky Kary
Mullis (1944-2019) phat trién vao
nam 1985 dua trén y tuéng muén
xay dvng mét quy trinh giup doan
ADN cé thé nhan Ién nhiéu lan
mot cach nhéan tao qua nhiéu chu
ky phan (ng thong qua xuc tac
cla enzyme ADN polymerase.
Y tudng nay dudc &p U khi 6ng
muén khuyéch dai (tao ra nhiéu
ban sao) mo6t doan ADN ma
khong can sl dung cac sinh vat
s6ng nhu vi khudn E. colihay ndm
men dé tach sgi déi ADN thanh
hai mach don, sau dé s dung
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cac cap mdi bd sung dé bat cap
vGi mach dan, tai b&n nhd enzyme
ADN polymerase. Kh6 khan 16n
nhéat truéc day trong viéc phan
tich gen la & ché chung la nhing
muc tiéu dan 1& va rat nhd trong
mot hé gen phic tap, khéng 16.
Ky thuat PCR ra doi da thay déi
tat ca, gilp ching ta cé thé tao
ra mot s6 lugng 16n cac ban sao
clia mot doan ADN mong mudn.
K&t qua nay da mang lai cho Kary
Mullis Giai thudng Nobel vé hoéa
hoc nam 1993.

Thanh céng cla Kary Mullis
trong viéc phat trién ky thuat PCR
cO sy dong gbp rat I6n cia mét
loat nghién cutu tt nhiing nam 50
cla thé ky trudc. Cu thé, Arthur
Komberg, mét nha héa sinh ngudi
Hoa Ky da bat dau nghién clu co
ché sao chép ADN va phat hién
ra enzyme ADN polymerase vao
khoang nhiing ndm 50. D&n nam
19583, James D. Watson (Hoa Ky)
va Francis Crikc (Anh) da tim ra
cdu trac mach doi cta phan ti
ADN. Ho cho rang véi c4u truc nhu
vay, thong tin di truyén cé thé dugc
sao chép va nhan Ién. BDén nhiing
nam 60, mot phuong phap tudng
t¥ cho phép nhan déi mach ADN

nhG cap moéi va ADN polymerase
da dudc xay dung bdi Kjell Kleppe
(Na Uy) va Har Gobind Khorana
(Hoa Ky). Tuy nhién, Kary Mullis
vGi ky thuat PCR da to ra uu thé
hon hdn nhd s dung chu ky nhiét,
cho phép nhan ban sgi ADN mot
cach nhanh choéng véi s6 lugng
I6n.

Mot diém tha vi 1a enzyme
ADN polymerase phén lap tu E.
coli khéng bén nhiét, can dugc
bé sung sau giai doan nung néng
cla mbi chu ky nhiét, vi vay quy
trinh nay rat cham, tén kém va
mat nhiéu céng stc. Van dé nay
da dugc giai quyét khi nha vi sinh
vat hoc Thomas Brock (Hoa Ky)
tinh c& phat hién ra vi khuén chiu
nhiét Thermophilus aquaticus
(hay Taq) & khu vuc subi nudc
nong (>70°C) tai Céng vién quoc
gia Yellowstone, Hoa Ky vao dau
nhing nam 60. Viéc phat hién ra
enzyme Taq polymerase da giup
PCR trd thanh mot cubc cach
mang trong di truyén hoc phan
tl, la moét trong nhiing ky thuat co
ban dugc Ung dung & tat ca céac
phong thi nghiém trén thé gidi
hién nay.



Ung dung ciia ky thuat PCR

Hién nay, ky thuat PCR dudc
Gng dung trong nhiéu linh vuc
khac nhau, tii y hoc, ¢6 sinh vat
hoc dén phap y... Mét trong nhiing
ing dung phé bién nhat clia PCR
la trong lihh vyc khoa hoc phéap
y. Trudc khi ra d&i ky thuat PCR,
mot mau ADN nhd cé thé khong
dd dé thuc hién xét nghiém chinh
xac va dua ra két luan chic chan.
Tuy nhién, bang cach st dung ky
thuat PCR, cac nha nghién cuu
c6 thé tao du luong ADN dé xac
dinh hai cot ti cac vu tai nan hay
thdm hoa trong qua kh... Tuong
tu, cac mau ADN nhd dugc phuc
héi ti hién trudng vu an cé thé
dudc sao chép bang PCR va sau
dé dugc kiém tra dé xac dinh hoac
giup loai trti cac nghi pham.

Trong y hoc hién dai, PCR da
trd thanh mét céng cu quan trong
trong linh vyc nghién culu ung thu.
PCR dugc st dung dé phat hién
mot s6 bénh ung thu do virus gay
ra nhu ung thu ¢d ti cung (gay ra
béi virus u nhu & ngudi - HPV),
ung thu da, ung thu miéng. Mét
ting dung y té quan trong khac
cla PCR la trong quy trinh phan
loai mé dé xem xét khd ning
tuong hgp gilla mo ngudi hién
tang va nhiing bénh nhan céan
trdi qua cay ghép ndi tang; lua
chon phuong phap diéu tri thich
hogp cho bénh nhan, xét nghiém
quan hé di truyén; xac dinh sém
cac bénh truyén nhiém ciing nhu
theo doi su lay lan cla cac bénh
truyén nhiém & ngudi hoic dong
vat. Ngoai ra, PCR c6 thé xac
dinh ca nhiém nam va ky sinh
trung (c6 thé phat hién nhiém HIV
ngay ca trudc khi bat ky khang thé
nao dugc tao ra). Khuéch dai ADN
cling dugc s dung thudng xuyén
dé sang loc mau dudc hién nham
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ngan mau nhiém bénh xam nhap
vao ngan hang mau.

Trong Iinh vuc cé sinh vat hoc,
PCR dudc s dung dé khéch dai
nhiing mau vat ADN ton tai trong
cac md trén mét tram ngan nam
tudi. Ky thuat nay cé thé dudc si
dung trén cac mau mé xac udp, hé
thuc vat va dong vat ¢d dai, hoac
cac hoa thach. Do dd, viéc si
dung PCR trong linh vuc nay gidp
ching ta xac dinh va tim hiéu vé
cac sinh vat hién da tuyét chiing
cung cac qua trinh héa thach va
tién hoa.

Ky thuat PCR con té ra hiu
ich trong mét so khia canh cula vi
sinh vat méi truéng. Chung dugc
st dung dé gilp phat hién, xac
dinh vi khudn va mam bénh cé hai
trong nguén nudc céng céng; phat
hién cac vi sinh vat thoai héa, ndi
chét thai déc hai va su ¢6 6 nhiém
da xay ra.

Tai Viét Nam, PCR va céac ky
thuat dua trén nén tang PCR dang
dugc Gng dung phd bién trong
nhiéu linh vuc nghién clu khéac
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nhau nhu y hoc (phat hién bénh
di truyén, nhan dang van tay ADN
va xac dinh huyét théng), ndng
nghiép (chon dong ca thé lai nho
chi thi phan tl, xac dinh bénh va
kiém dinh giéng)...

Nguyén tic va mot s0 giai phap nang
cao chat lugng cia ki thuat PCR
Nguyén tic cla phuong phap
PCR la tao lugng I6n cac doan
ADN dac thu tut ADN khuén duya
trén co sG hoat dong cla enzyme
Taq polymerase dé téng hop sgi
m&i bé sung. Cac yéu t6 co ban
dé thuc hién phan ting PCR (t6ng
thé tich dao dong khoang 20-50
ul) bao gébm: i) Sgi khuén ADN
(chi can biét trinh tu nucleotide
cla doan nhd nam canh doan
can nhan dé thiét k& hai méi
oligonucleotide); ii) Hai doan mai
ngan dé xac dinh cac diém b&t dau
téng hop ADN (méi dai khoang 20
nucleotide va céac nucleotide & hai
dau clia moi khong tu két hgp véi
nhau theo nguyén tic bé sung);
iiiy Cé day du céc loai nucleotide
dATP, dTTP, dGTP, dCTP; iv) Mbi
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trudng dém cung cép ion Mg va
nuéc tinh khiét khéng c6 enzyme
RNAse va ADNse; v) Enzyme
chiu nhiét Taq.

Trong phan ting PCR, ching ta
thudng dua vao cac bo kit hoa chat
thuong mai cé kha nédng mang lai
nang suat t6i uu cung vai quy trinh
nhanh hon. Tuy nhién, viéc chuén
bi mau, cling nhu céac thiét bi va
vat tu tiéu hao trong quy trinh lam
PCR sé& anh hudng dén két qua
phan Uing theo nhiing cach khong
dugc danh gia thuong xuyén. Vi
vay, mot s giai phap da dugc dua
ra nhdm cai thién va tang téc do
clia phan tng PCR.

Thu nhé&t, cai thién vat liéu
block nhiét phu hgp lam tang téc
dd gia nhiét va ha nhiét. Cac vat
liéu dan nhiét dugc s dung lam
hgp kim cho block nhiét bén trong
thiét bi PCR c6 tac dung tang va
ha nhiét. Nhém la vat liéu tiéu
chuén thudng dudc st dung, tuy
nhién block nhiét cau tao tiu hgp
kim bac sé dat dugc t6c do gia
nhiét nhanh gép déi. Téc do gia
nhiét va ha nhiét nhanh gitip phan
Ging PCR dién ra nhanh hon. Diéu
quan trong la nhiét do phai dat
dudc mot cach dang tin cay, vaGi do
léch t6i thiéu, do vugt gia tri dudc
kiém soat va dé dam bao diéu
nay, ching ta can kiém tra dinh
ky, ly tudng la st dung bd thiét bi
vé kiém tra nhiét d6 Temperature
Verification System (TVS).

Thd hai, cong nghé gradient
nhiét 2 chiéu mdoi gitp t6i uu
hoa phan Gng PCR. Céng nghé
gradient nhiét giGp téi uu nhiét do
gan moi nhanh chéng. Tinh ning
nay la mét cudc cach mang trong
qué trinh t6i uu hoa phan Ung
PCR. Tuy nhién dé xac dinh nhiét
dé bién tinh t6i uu, ching ta phai
chay thém mot hodc nhiéu phan
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ting PCR niia. Mét lan nia, cong
nghé 2D-gradient dugc phat trién.
Theo cach nay, nhiét do bién tinh
khac nhau c6 thé dugc chon trong
m&i hang, trong khi déng thai nhiét
dd gan moi khac nhau dugc chon
trong méi cot. Nhiét do t6i uu sé
ngan chan sy bién tinh va gan moi
khong hoan chinh. Tinh nang nay
cho phép xac dinh nhiét do téi uu
va dan dén nang suat t6i da cling
nhu két qua PCR l&p lai toi uu.

Tha ba, t6i uu hoa vat tu tiéu
hao dé tang téc phan (ing PCR.
Mot cach khac dé tang téc do
chay phan Ung PCR la viéc sl
dung bd kit hoa chat PCR dudc
phat trién dac biét két hgp véi 8ng
PCR nhanh. Ong PCR nhanh c6
thanh 6ng mdng, déng thai duy tri
su 8n dinh cla ching - mét tinh
nang cho phép gia nhiét va ha
nhiét mau nhanh hon. Nhiét do
bén trong mau dat dong déu hon
va véi su trg gitp cla bo kit PCR
nhanh, mét lan chay PCR dudc
hoan thanh trong vong 16 phut.
Thém vao do, viéc st dung ong
PCR nhanh mang lai nang suét
ADN t&ng hon nhiéu lan.

Thu tu, s6 lugng mau nhiéu,
kiém soat tap trung sé lam giam
thGi gian cho cac quy trinh chay
phan tGing PCR. Néu c6 nhiéu hon
mot may PCR dé chay chuong
trinh trong phong thi nghiém,
va dugc kiém soat tap trung sé
lam gidm thgi gian thao tac vdi
may. V6i may PCR cla Hang
Eppendorf (Buc), 50 may PCR
khac nhau sé& dudc két ndi vao
trong mét mang (network) va
dudc diéu khién béng phan mém
trung tam, theo cach nay c6 thé
dung 30 may chay chudng trinh
thd nhat va 20 may chay chuong
trinh thi hai. D&i véi cac phong thi
nghiém sé lugng mau thap han, 9
may PCR c6 thé két néi mang lan

véi nhau va dudc diéu khién trén
mot bang diéu khién ctia mot may
chinh. Diéu nay giup tiét kiém
thgi gian trong qué trinh cai dat
chuang trinh.

Ngoai ra, c6 thé t6i uu héa cac
két qua PCR thong qua céac diéu
chinh thiét k& mai, thanh phan cuda
hén hgp PCR master mix hoac
quy trinh chuén bi mAu. Thém vao
doé, su két néi cha nhiét dd bién
tinh va nhiét dé gan maoi ciing nhu
thoi gian kéo dai chudi cé thé rat
quan trong doi véi lugng ADN cu
thé, do tinh khiét va chét lugng cla
né. R4t dang dé thi nghiém tat ca
céac tuy chon trudc khi mua mot bd
mdi hodc dat hang moi mai.

Thay l6i két

K& tu khi phat trién vao dau
nhiing nam 80, ky thuat PCR da
md ra nhiéu kha nang va giup
ching ta hiéu ré hon vé thé gidi
hién tai va trong qua khu. Tuong
lai, cac ky thuat PCR trong cé
sinh vat hoc phan ti tham chi cé
thé dugc s dung trong tham hiém
khong gian dé gilp xac dinh liéu
sy séng da tling ton tai trén cac
hanh tinh khac trong hé mat trgi
clia ching ta hay xa hon nia. Co
nhiéu cach dé cai thién va nang
cao chat lugng ciing nhu rat ngan
thai gian chay phan tng PCR -
bat dau bang viéc lya chon thiét
bi va dung cu, vat tu hoa chat tiéu
hao phlu hgp cho dén Ung dung
cac cong nghé mdi... Viéc phat
hién ra su két hgp t8i uu cé thé
mét mét it thdi gian, va né luc ban
dau sé dugc dén dap xting dang
dudi dang tiét kiém chi phi va thoi
gian s

Tran Viét Diing, Chu Duic Ha
(lugce dich to Bionews)



